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摘要 :【 目 的】 本 研究 旨 在 明确 小 菜 蛾 Plutella xylostella 保 幼 激素 受 体 基因 Met 的 分 子 特 性 与 表达 
模式 ,分 析 其 生殖 调控 作用 ,为 筛选 有 效 控制 小 菜 蛾 的 新 靶 标 商定 基础 。【 方 法 】 根 据 本 课题 组 已 
有 的 小 菜 蛾 基因 组 数据 库 , 采 用 PCR AREEN KRAAN Met 基因 的 cDNA 全 长 序列 ;利用 qPCR 
测定 其 在 小 菜 蛾 不 同 发 育 阶段 及 成 虫 不 同 组 织 中 的 表达 模式 ;基于 RNA 解析 其 在 小 菜 蛾 肉 成 忠 
生殖 发 育 中 的 作用 。【 结 果 】 克 隆 获得 小 菜 蛾 PxMet-1( GenBank 登录 号 : MK697672 ) 与 PxMet-2 
( GenBank 登录 号 : MK697673 ) 的 cDNA 序列 ,开放 阅读 框 (ORF) 全 长 分 别 为 1575 和 2 100 bp, 预 
计 分 别 编码 524 和 699 个 氨基 酸 , 理 论 分 子 质 量 分 别 为 60.5 和 70.7 kD ,预测 等 电 点 分 别 为 6.73 
和 5.50, PxMet-1 和 PxMet-2 都 具有 4 个 保守 结构 域 , 即 工 个 helix-loop-helix 结构 域 (bHLH)、2 个 
PAS 保守 结构 域 及 1 个 PAC 保守 基 序 。 系 统 发 育 树 分 析 表 明 ,小 菜 蛾 PxMet-1 和 PxMet-2 聚 为 不 
同 的 两 支 ,但 两 者 均 与 鲜 翅 目 昆 求 Met 聚 在 一 起 。 表 达 模 式 分 析 表 明 ,小 菜 蛾 PxMet-1 与 PxMet-2 
dE 3839 (4638)5 1 -3 d) 与 雌 成 虫 期 (羽化 后 0 -72 h) 均 有 表达 ;PxMei-l 的 表达 量 在 肾 期 (化 肾 后 
1 -3 d) 无 明显 差异 ,但 均 显 著 高 于 此 成 下 期 (羽化 后 0 -48 h) ,在 羽化 后 72 h 达到 高 峰 ; 而 PxMet- 
2 在 只 成 虫 期 (羽化 后 0 -48 h) 的 表达 量 呈 先 上 升 后 下 降 的 趋势 ,在 羽化 后 12 h 出 现 表达 高 峰 , 且 
ARA REE 0 -36 h) 5 RAE EA aT, PxMet-l 5 PxMet-2 在 成 虫 脂 肪 体 中 的 表达 量 显 
著 高 于 其 他 组 织 。 注 射 PxMet-1 + PxMet-2 dsRNA 24 h 后 ,小 菜 蛾 PxMet-1l 5 PxMet-2 的 表达 量 均 
受到 显著 抑制 ;同时 干扰 PxMet-1 和 PxMet-2 后 ,小 菜 蛾 成 熟 卵子 数目 显著 减少 ,羽化 后 3 d AŽ 
产 卵 量 显著 下 降 。【 结论 抑制 Met 基因 表达 能 够 显著 降低 小 菜 蛾 肉 虫 的 卵子 形成 与 产 卵 量 。 本 
研究 为 探索 保 幼 激素 的 生殖 调控 机 理 芮 定 了 基础 ,在 实践 上 有 助 于 筛选 小 菜 蛾 种 群 遗 传 调控 的 洪 
在 靶 标 。 

关键 词 : DRR; 保 幼 激素 受 体 ; Met; 分 子 特性 ; 表达 模式 ; 生殖 调控 ; 害虫 控制 
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Abstract: [ Aim] This study aims to clarify the molecular characteristics and expression patterns of 
juvenile hormone receptor genes ( Met) and to analyze their functions in reproductive regulation in the 
diamondback moth, Plutella xylostella, so as to provide basis for screening new targets for effectively 
controlling the diamondback moth. [ Methods] Based on the genome database of P. xylostella we 
obtained previously, the full-length cDNAs of two Met genes were cloned using PCR, and their expression 
patterns in different developmental stages and adult tissues of P. xylostella were detected via qPCR. 
Moreover, the role of the two Met genes in the reproductive development of female adults of P. xylostella 
was analyzed by RNAi. [Results] The cDNA sequences of PxMet-1 ( GenBank accession no. 
MK697672) and PxMet-2 ( GenBank accession no. MK697673) were cloned from P. xylostella, and 
they contain ORFs of 1 575 bp encoding 524 aa and 2 100 bp encoding 699 aa, respectively. The 
predicted molecular mass of PxMet-1 and PxMet-2 are 60. 5 and 70. 7 kD, and the theoretical isoelectric 
points are 6. 73 and 5. 50, respectively. PxMet-1 and PxMet-2 both contain a basic helix-loop-helix 
(bHLH) domain, two PAS motifs and one PAC motif. The results of phylogenetic tree analysis showed 
that PxMet-1 and PxMet-2 were clustered into different branches, but clustered into the same branch with 
lepidopteran Mets. The expression profiles showed that PxMet-1 and PxMet-2 were both expressed in the 
pupal stage (1 —3 d after pupation) and female adult (0 —72 h after eclosion). The expression level of 
PxMet-l in the pupal stage (1 — 3 d after pupation) showed no significant difference, but was 
significantly higher than that in female adult (0 —48 h after eclosion) , and its expression peaked at 72 h 
after eclosion. In the female adult (0 — 48 h after eclosion), the mRNA level of PxMet-2 firstly 
increased, reached a peak at 12 h after eclosion, and then decreased. Moreover, the expression level of 
PxMet-2 at 0 -36 h after eclosion was significantly higher than that in the pupal stage. The expression 
levels of PxMet-1 and PxMet-2 in the fat body of adult were significantly higher than those in other 
tissues. Injection of dsPxMet-1 and dsPxMet-2 significantly inhibited the expression of PxMet-l and 
PxMet-2 within 24 h. In the female adults of P. xylostella with both PxMet-1 and PxMet-2 silenced, 
oogenesis was significantly inhibited, and the number of eggs laid per female within 3 d after eclosion 
significantly reduced. [Conclusion] Inhibition of the expression of PxMet-1 and PxMet-2 can significantly 
reduce egg maturation and oviposition of female P. xylostella. "This study establishes a theoretical 
foundation for reproductive regulation mechanisms by JH in P. xylostella and facilitates screening 
potential targets used for genetic manipulation of P. xylostella populations. 

Key words: Plutella xylostella; juvenile hormone receptor; Met; molecular characteristic; expression 


profile; reproductive regulation; pest management 





Jy x-x IR Plutella um i W H 
( Lepidoptera) IRP} ( Plutellidae ) ,是 危害 十 字 花 科 
WRIA R, AERA KE REJ R 
(Wei et al., 2010) 、 抗 药性 高 (Baxter et al., 2010) , 
寄主 范围 广 (Soufbaf et al., 2010; Fathi et al., 
2011) ,造成 其 防治 工作 极 具 困难 ( 胡 奇 和 刘 玉 冬 ， 
2003) 。 有 数据 统计 ,小 菜 蛾 每 年 在 全 球 范 围 内 造 
成 的 损失 和 防治 费 约 为 40 ~ 50 亿美 元 (Zaluckiet 


xylostella 











al., 2012; Furlong et al., 2013) ,而 每 年 在 我 国 造成 
的 损失 和 防治 费 则 高 达 7 亿美 元 ( Li et al., 2016) ， 
但 效果 仍 不 明显 。 因 此 ,寻求 快速 有 效 的 控制 小 菜 
峨 危 害 的 新 方法 旺 不 可 待 。 

保 幼 激素 ( juvenile hormone, JH) 是 由 咽 侧 体 
(corpora allata, CA) FÆ fj — 25 (2E e s 6 A , 
HARE AE UYES ChA EG HUI I 27 Hh LN 
虫 各 个 生长 发 育 阶段 的 多 个 时 间 节 点 ,对 昆虫 发 育 
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变态 的 转换 起 着 开关 作用 。 同 时 ,在 昆虫 生殖 发 育 
过 程 中 也 起 着 至 关 重 要 的 调控 作用 ,可 直接 或 间接 
影响 昆虫 生殖 ,包括 激活 昆虫 卵黄 发 生 与 卵子 成 熟 
(Fei et al., 2005) ,以 及 决定 生殖 过 程 中 的 营养 分 配 
等 (Nouzova et al., 2011) 。 除 此 之 外 ,也 参与 了 昆虫 
其 他 生理 活动 ,如 迁 飞 、 营 养 利 用 、 表 型 变化 以 及 级 
型 分 化 等 (Nijhout，1994; Sun et al., 2013; Xu et 
al., 2013; Yamamoto et al., 2013 ; Mirth et al., 2014) 。 

虽然 JH 是 调控 昆虫 发 育 、 变 态 与 生殖 最 为 重 
要 的 激素 之 一 ,但 对 其 分 子 调控 机 制 的 了 解 仍 然 相 
对 芽 乏 ,主要 受制 于 对 核 受 体 的 鉴定 ( 周 树 堂 
等 , 2012)。 因 此 ,JH 核 受 体 基因 的 克隆 和 鉴定 成 
为 过 去 20 多 年 其 分 子 作用 机 制 研究 的 重要 内 容 之 
一 。 直 到 近 些 年 才 在 一 些 模式 昆虫 ,如 埃及 伊 蚊 
Aedes aegypti (Zou et al., 2013) \ 黑 腹 果 晶 Drosophila 
melanogaster ( Bilen et al., 2013) 中 逐步 被 解析 ,他 
们 认为 Met 最 有 可 能 是 JH. 的 核 受 体 (Charles et al., 
2011; Jindra et al., 2013) , Met 属于 bHLH-PAS 家 
HEARR ,该 家 族 蛋 白 的 经 典 结构 包 括 1 段 碱 性 
DNA 结合 域 的 氨基 酸 序列 (basic region) 1 个 螺旋 - 
环 - 螺 旋 结构 (helix-loop-helix) .2 个 空间 可 变 的 PAS 
结合 域 (PAS-A, PAS-B) 1 个 C 末端 (PAC)。 它 通 
常 以 非 共 价 形 式 与 自身 形成 同 质 二 聚 体 存在 于 真 核 
细胞 中 , TEARS. Drosophila 中 首次 发 现 了 Met 与 自 
身 ,以 及 Met 与 其 同 源 蛋 白 Gee 形成 的 同 质 二 聚 体 
( Godlewski et al., 2006) 。 然 而 当日 存在 时 ,Met JÉ 
成 的 同 质 二 聚 体 需 要 解 离 , 而 与 该 家 族 其 他 成 员 聚 
合成 异 质 二 聚 体 ,才能 形成 一 个 具有 活性 的 转录 因 
子 , 从 而 传递 JH 调控 信号 (Godlewski et al., 2006; 
Charles et al., 2011; Jindra et al., 2013) 。 

目前 , 越 来 越 多 的 昆虫 Met 基因 被 陆续 鉴定 , 包 
FEZ Bombyx mori (Suetsugu et al., 2013) 45 KEU 
Nilaparvata lugens (Lin et al., 2015) , 4 E /|s W 
Blattella germanica ( Lozano and Belles, 2014) 、 东亚 
KIR Locusta migratoria ( Wang et al., 2014) 与 大 猿 
UHH Colaphellus bowringi (Liu et al., 2016) 等 ,这 为 
昆虫 Met 基因 的 分 子 功 能 研究 奠定 了 基础 。 随 着 
Met 受 体 逐步 明确 ,其 在 昆虫 发 育 与 生殖 过 程 中 的 
作用 又 成 了 学 者 们 关注 的 新 问题 。 许 多 人 研究 表明 ， 
Met 基因 在 昆虫 发 育 变态 过 程 中 具有 重要 作用 , 如 
控制 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum 变态 发 育 
(Konopova and Jindra, 2007), jJ f 3E Wk B. 
germanica 的 翅 型 分 化 (Lozano and Belles, 2014) 等 ; 
同时 ,也 有 效 参 与 了 昆虫 生殖 过 程 ,包括 上 肉 虫 卵 集 发 














































































































育 、 卵 黄 发 生 、 卵 子 形成 .胚胎 发 育 ,以 及 产 卵 量 、 卵 
孵化 率 等 (Guo et al., 2014; Marchal et al., 2014; 
Smykal et al., 2014) ,以 及 雄 虫 副 腺 生长 、 副 腺 蛋白 
合成 等 (Wilson et al., 2003) 。 除 此 之 外 ,Met 基因 
还 可 能 参与 了 昆虫 交配 行为 。Bilen 等 (2013 ) 研究 
发 现 ,Met 突变 48 h JA, ARI D. melanogaster Xx 
要 的 雌性 特异 性 性 信息 素 C27 二 烯烃 释放 显著 增 
加 , 雌 虫 交配 前 期 显著 延长 。 

随 着 研究 的 逐步 深入 ,Mei 已 成 为 害虫 种 群 遗 
传 调控 的 潜在 新 靶 标 。 然 而 当前 对 Met 在 JH 调控 
昆虫 生长 发 育 的 研究 更 为 细致 ,而 对 昆虫 生殖 调控 
的 分 子 机 理 研 究 相 对 较 少 , 鳞 翅 目 昆 虫 尤其 缺乏 ,小 
KR Met 的 鉴定 与 分 子 功 能 研究 仍 为 空白 。 明 确 小 
KIR Met 的 分 子 结构 特征 .表达 模式 及 基因 功能 ,6 
为 初步 阐明 JH 调控 小 菜 蛾 生殖 发 育 的 分 子 机 理 黄 定 
基础 。 为 全 面 解 析 激 素 调控 下 的 小 菜 蛾 生殖 过 程 , 控 
掘 有 效 控制 小 荣 蛾 的 新 靶 标 提供 新 的 思路 和 途径 。 
























































1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

本 实验 所 采用 的 供 试 昆虫 为 敏感 品系 
( susceptible strain, SS) 小菜 蛾 ,原始 种 群 于 2004 年 
采 自 福建 省 新 店 镇 菜 地 (26. 08* N, 119. 28* E) ,经 
过 室内 的 长 期 连续 继 代 培养 ,幼虫 采用 实验 室 种 植 
HZ P Raphanus sativus 苗 ( 福 州立 信 种 苗 ) 喂 养 ,成 
虫 采 用 10% 蜂蜜 水 喂养 ,并 在 交配 瓶 ( 顶 部 直径 9.5 
cm, 底 部 直径 5 cm ,高 度 15 cm) 中 进行 交配 产 卵 ， 
交配 瓶 底部 用 小 刀 去 除 ,用 细 纱 网 覆盖 并 封口 ,将 逆 
料 杯 倒置 于 塑料 培养 四 内 (直径 9 em) ,培养 下 内 分 
别 放 入 添加 菜 汁 与 10% 蜂蜜 水 的 棉花 (Peng et al., 
2015) 。 昆 虫 与 蔓 下 苗 饲 养 环 境 为 :温度 25 €1'C, 
相对 湿度 (RH ) 为 70% ~80% 、 光 周期 16L: 8D, 39] 
间 不 使 用 任何 农药 。 
1.2 小 菜 蛾 Met 基因 的 克隆 

从 NCBI 数据 库 (http: / www. ncbi. nlm. nih. 
gov/ ) 下 载 已 经 鉴定 的 昆虫 Met 基因 序列 ,基于 已 有 
的 小 菜 蛾 基因 组 数据 库 (Tang et al., 2014) 通 过 本 
地 BLAST 搜索 小 莱 蛾 基因 组 与 已 知 基因 组 信息 的 3 
种 模式 昆虫 (家 看 B. moi, RE R i D. 
melanogaster 和 埃及 伊 蚊 A. aegypti) 的 Met F9] , firi 
选 匹配 值 较 高 的 序列 ,利用 Primer Premier 5.0 软件 
设计 引物 。 本 实验 采用 长 片段 PCR. 的 方法 扩 增 目 
的 基因 的 序列 ( 表 1)。 
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表 1 本 研究 所 用 引物 
Table 1 Primers used in this study 















































引物 引物 序列 (5' -3') 引物 用 途 
Primers Primer sequences Purpose 

Met-1-F ATGACGTCGTCGAACGGTCACG 
Met-1-R CTATTTGGCAAGTCTGTTTTGT 
Met-2-F ATGGCGGGGCCGGGCCGTTCG 测序 PCR 
Met-2-R CTCGGAGCCGAAGGAGGCGGTGTA Sequencing PCR 
Met-3-F CAGGGGAGACAATCCCTGCGCT 
Met-3-R TCAGAAAGTGGCTGCTCCGCCG 
Q-Met-1-F GATCTGTGTCTTGCGTCAAATG 
Q-Met-1-R TCCATCATCTTCCGTCCATAATC 
Q-Met-2-F GACGCCCGAAACAAATGAAAG qPCR 
Q-Met-2-R GCGCGGAATATCTCATCACA 
Q-RIBP-F CAATCAGGCCAATTTACCGC 
Q-RIBP-R CTGCGTTTACGCCAGTTACG 

s-Met-1-F TAATACGACTCACTATAGGGAGAGGTCATCAGAAGGCAAAGAGTT 

s-Met-I -R TAATACGACTCACTATAGGGAGACAGTTCCTCAGTGGTCTCGTTG 

s-Met-2-F TAATACGACTCACTATAGGGAGATCCTCCTCACCGTCACCTAC NA; 

s-Met-2-R TAATACGACTCACTATAGGGAGAAAACCGCCGAAGTCAGAGTC 

s-EGFP-F GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGCTTCTCGTTGGGGTCTTTGC 

s-EGFP-R GGATCCTAATACGACTCACTATAGGTCCAGGAGCGCACCATCTTC 








下 划 线 标注 的 序列 代表 T7 启动 子 序列 。T7 promoter sequences are underlined. 





取 8 ~10 头 小 菜 蛾 初 羽化 肉 成 虫 , 装 入 灭 菌 离 
心 管 中 ， 经 液 氮 处 理 后 于 -80% 超低温 冰箱 冻 存 或 
直接 采用 TaKaRa 通用 RNA 提取 试剂 盒 (TakaRa， 
日 本 ) 进 行 RNA 抽 提 。 组 织 RNA 提取 采用 RNeasy 
Micro Kit( Qiagen) 完成。 均 参 照 试 剂 盒 说 明 书 所 提 
供 的 实验 操作 步骤 进行 。 对 提取 的 RNA 进行 1% 
琼脂 糖 凝 胶 电 泳 ,检测 其 完整 性 。 并 用 分 光 光 度 计 
测定 RNA 的 浓度 和 质量 。 选 取 0D2wo/0Dzso 和 
OD4/ODA fli TE 1. 8 ~2.2 的 RNA 样 品 保存 于 
-80Y 冰箱 备用 。 提 取 的 总 RNA 依照 HiScript II Q 
RT SuperMix for qPCR ( + gDNA Wiper) 试剂 盒 提供 
的 说 明 书 合成 cDNA 第 1 链 , 于 - 200€ 保存 备用 。 

以 上 述 合成 的 cDNA 为 模板 进行 长 片段 PCR 
扩 增 反应 。 反 应 体系 : 5 xSuper-Fidelity ( SF) Buffer 
10 uL, cDNA 模板 3 uL, dNTP Mix(10 mmol/L) 
1 pL, 上 下 游 引物 (10 pmol/L) 4$ 1. 5 uL, Phanta 
Super-Fidelity DNA Polymerase(1 U/uL)1 uL, 最 后 
JH ddH,O 补足 50 uL, PCR 反应 程序 :95% 预 变性 
3 min; 95% 变性 30 s, 59*C 退火 30 s, 72% 延伸 
1.5 min, 441 个 循环 ; 72% 延伸 10 min。 反 应 结 
RJE K PCR 产物 进行 1.0% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 (120 
V, 25 min) 检测 ,根据 DNA 纯化 回收 试剂 盒 
(TaKaRa, 日 本 ) 说 明 书 纯化 回收 目的 片段 ,将 胶 回 






































收 的 产物 利用 Zero Blunt? PCR Cloning Kit 
( Invitrogen ,美国 ) 平 末端 连接 酶 连接 至 载体 ,并 转 
化 至 50 mL DH5a KITA Escherichia coli 感受 态 
细胞 (天 根 , 中 国 ) ,随后 接种 至 带 有 氨 玉 抗生素 的 
LB 固体 培养 基 中 培养 ,37%C 过 夜 培养 ,随机 挑 取 多 
个 单 克隆 进行 PCR 验证 ,鉴定 阳性 结果 后 送 至 博 尚 
公司 进行 测序 分 析 。 
1.3 生物 信息 学 分 析 
通过 DNAMAN 6.0 对 1.2 节 测 序 获得 的 序列 
与 预测 的 小 菜 蛾 Mer. 基因 序列 进行 比 对 。 利 用 
NCBI ORF 预测 开放 阅读 框 ,应 用 SMART ( http: // 
smart. embl-heidelberg. de/) 鉴定 保守 结构 域 ;通过 
Expasy 在 线 工 具 pl/Mw (http: // web. expasy. org/ 
compute. pi/ ) 预测 蛋白 的 分 子 质 量 与 理论 等 电 点 ; 
利用 NCBIblast ( http: // www. ncbi. nlm. nih. gov/ 
BLAST/) 搜 索 其 他 昆虫 Met. 氨基 酸 序 列 ,使 用 
ClustalW 2. 0 将 小 菜 蛾 Met 基因 与 其 他 昆虫 的 Met 
基因 进行 氨基 酸 序 列 比 对 ;利用 MEGA 6. 06 软件 ， 
采用 邻接 法 构建 系统 发 育 树 。 
1.4 实时 荧光 定量 PCR MKR Met 基因 表 
达 模 式 

根据 已 克隆 验证 的 小 菜 蛾 Met 基因 cDNA 序列 
设计 菊 光 定量 PCR 引物 ,并 以 RIBP 为 内 参 基 因 , 引 
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物 序 列 见 表 1。 收 集 小 菜 蛾 不 同龄 期 样品 (化 肾 后 
1 -3 d 峻 师 以 及 羽化 后 0, 12, 24, 36, 48 和 72 h 
的 雌 成 虫 ) 立 即 放置 到 液 氮 冷冻 , 置 于 -80Y 保存 。 
收集 的 小 菜 蛾 样品 包括 3 个 生物 学 重复 ,每 个 重复 
收集 10 头 个 体 。 收 集 初 羽 化 的 小 菜 蛾 瞧 成 虫 ( 羽 
化 时 间 控 制 在 12 h 内 ) 的 组 织 , 包 括 头 脂肪 体 、 肠 
道 ( 中 肠 与 马 氏 管 )、. 卵 和 俩 和 残 河 。 首 先 将 其 置 于 二 
氧化 碳 麻 醇 台 进行 麻醉 ,随后 置 于 体 视 显微镜 下 ,在 
去 核酸 酶 的 无 菌 水 中 解剖 与 清洗 ,将 获得 的 组 织 置 
于 RNALater 保护 液 中 ,于 4% 下 保存 (保存 时 长 不 
超过 一 周 ) RNA 提取 与 cDNA 合成 方法 参照 1.2 
节 。 采 用 GoTaq 9. qPCR Master Mix Kit( Promega, 
Madison, WI) 3# fF X AY a GE & PCR (20 pL): 
qPCR Master Mix 10. 0 uL, cDNA 模板 2.0 uL, 上 
下 游 引物 (10 pmol/L) 0.4 uL, CXR 0.2 pL 以 及 
ddH,O 7 uL, qPCR 反应 程序 : 95% 预 变 性 30 s; 
95% 变 性 5 s, 58% 退 火 延伸 30 s, 共 44 次 循环 。 
1.5 双 链 RNA 合成 

采用 T7 启动 子 体外 转录 方法 ,基于 Met 保守 结 
构 域 设计 带 有 T7 启动 子 序列 的 dsRNA 引物 和 对 照 
EGFP 基因 的 dsRNA 引物 ( 表 1)。PCR 反应 条 件 : 
95% 预 变性 3 min; 95% 变性 30 s,，55% 退火 30 s, 
72% 延伸 1 min, 35 44 次 循环 ;最 后 72% 延伸 10 
min, PCR 产物 进行 凝 胶 电泳 ,参照 1.2 节 对 目的 片 
段 进 行 回 收 作为 模板 ,依照 MEGAscript” RNAi Kit 
( Ambion ,美国 ) 操 作 步 又 ,合成 dsRNA。 
1.6 双 链 RNA 显 微 注 射 及 干扰 效果 检测 

利用 显 微 注射 仪 (Nanoliter 2010, WPI, 美国 ) 
将 Met 基因 的 dsRNA 注射 到 2 日 龄 小 菜 蛾 肉 师 内 , 
以 dsEGFP 作为 对 照 ,每 个 虫 体 注射 300 ng dsRNA, 
收集 注射 后 0, 24, 48 和 72 h 的 样品 (每 个 时 间 点 3 
个 重复 ,每 个 重复 10 头 个 体 ) ,进行 奖 光 定量 PCR, 
检测 RNAI 对 Met 基因 表达 的 干扰 效果 ,反应 体系 
及 反应 程序 同 1.4 节 。 
1.7 小 菜 蛾 的 卵 梨 发 育 与 繁殖 力 测定 

收集 1.6 节 RNA 干扰 后 初 羽 化 的 小 菜 蛾 雌 成 
虫 30 头 。10 头 用 二 氧化 碳 短暂 麻醉 ,解剖 其 腹部 ， 
将 其 他 组 织 吻 除 保留 卵巢 ,并 洗 净 其 他 杂质 ,进行 观 
察 拍照 ,记录 卵子 发 育 情 况 。 另 外 20 头 与 初 羽化 未 
交配 雄 虫 在 25 +1% RH 70% ~80% 、 光 周期 16L: 
8D 条 件 下 进行 交配 ,记录 每 一 对 3 d 内 总 产 卵 量 。 
对 照 选用 注射 dsEGFP 的 初 羽化 雌 成 虫 。 
1.8 数据 分 析 

基因 表达 量 采 用 2 -人 "法 进行 换算 ;小菜 蛾 不 同 






































































































































龄 期 与 不 同 组 织 Met 基因 的 表达 量 采用 SPSS21.0 统 
计 软 件 (SPSS Inc., Chicago, Illinous, 美国 ) 进行 单 
因素 方差 分 析 (one-way ANOVA) (P «0. 05, Tukey 
氏 多 重 比较 ) ;小 菜 蛾 初 羽 化 肉 成 虫 的 成 熟 卵子 数 ， 
以 及 羽化 后 3 d 内 单 雌 产 卵 量 采用 独立 样本 了 检验 
进行 显著 性 分 析 (P <0.01)。 

















2 结 


2.1 PxMet 基因 的 全 长 cDNA 验证 与 序列 分 析 
克隆 获得 2 个 Met 基 (图 1), PxMet-1 
(GenBank 登录 号 : MK697672) 5j PxMet-2( GenBank 
登录 号 : MK697673) 开放 阅读 框 (ORF ) 全 长 分 别 为 
1 575 和 2 100 bp ,分 别 编码 524 与 699 个 氨基 酸 。 
PxMet-1 与 PxMet2 和 蛋白 分 子 质量 分 别 为 60.5 和 
70.7 kD ,预测 等 电 点 (PIT) 分 别 为 6.73 和 5.50。 








M 1 2 


bp 
2000 — 
1000 一 


750 — 
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250 — 
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图 1 小 菜 峨 PxMet-1 和 PxMet-2 PCR 扩 增 结果 
Fig. 1 PCR amplification of PxMet-1 and PxMet-2 
of Plutella xylostella 
M: DL2000 Maker; 1; PxMet-1; 2; PxMet-2. 


2.2 小 菜 蛾 Mets 蛋白 的 保守 结构 域 

INIR PxMet-1 和 PxMet-2 均 具 有 4 个 保守 结 
构 域 , 即 1 个 helix-loop-helix 结构 域 (bDHLH) 、2 个 
PAS 保守 基 序 以 及 1 个 PAC 保守 基 序 (图 2) ,与 其 
他 已 知 物种 的 Mets 较 一 致 。 
2.3 Mets 基因 的 多 序列 比 对 及 进化 分 析 

将 获得 的 小 菜 蛾 Met 氨基 酸 序列 利用 BLAST-X 
在 NCBI 中 进行 比 对 分 析 发 现 : 小 菜 蛾 PxMet-l 与 
ZÆ B. mori 的 Met-1 和 Met-2 的 氨基 酸 序列 一 致 
性 最 高 ,分 别 可 达 67. 8% 和 60. 396 ,其 次 是 与 赤 拟 
XX T. castaneum ER Rhe D. melanogaster 和 埃 
KIRI A. aegypti Met, 氨基酸 序列 一 致 性 分 别 为 
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图 2 小 汪 蛾 PxMet-1 和 PxMet-2 蛋白 及 其 他 昆虫 Met 蛋白 的 保守 结构 域 
Fig. 2 Predicted conserved domains of PxMet-1 and PxMet-2 of Plutella xylostella and Met proteins from other insects 
Met 蛋白 来 源 物种 及 GenBank. 登录 号 Origin species of Met proteins and their GenBank accession numbers; PxMet-1 : 小 菜 蛾 Plutella xylostella 


(MK697672); PxMet-2: 小 菜 蛾 Plutella xylostella ( MK697673 ); DpMet-1: 4j E XE Danaus plexippus ( OWR52183. 1) ; HaMet: 棉铃 虫 











Helicoverpa armigera ( AHX26585.1) ; ObMet: Z liÉtllE Operophtera brumata ( KOB74415. 1) ; BmMet-1 : 家 人 蛋 Bombyx mori ( NP_001108458. 1 ); 


BmMet-2: Z&£& Bombyx mori ( BAJ05086. 1). 


26. 796 , 23.796 和 19. 0% ; M/N IR PxMet-2 与 其 
EEEH HERH Met 氨基 酸 序 列 一 致 性 相对 较 低 ， 
HZA B. mori Met-1 和 Met-2 氨基 酸 序 列 一 致 性 分 
别 为 51. 34% 和 33. 69% , 其 次 是 与 黑 腹 果 蝇 D. 
melanogaster ,JNTU Xx T. castaneum 和 埃及 伊 蚊 A. 
aegypti Met, 氨基 酸 序 列 一 致 性 分 别 为 21. 796, 
21. 5% 和 18.7% (图 3)。 

利用 MECA6. 06 ,采用 NJ(neighbor joining ) 法 
对 已 报道 的 昆虫 Mets 序列 进行 比 对 ,并 构建 系统 发 
育 树 ,结果 显示 ,小 菜 蛾 PxMet-l 和 PxMet-2 聚 为 不 
同 的 两 支 , 说 明 小 菜 蛾 PxMet-1 与 PxMet-2 可 能 具有 
不 同 的 生物 学 功能 以 及 进化 模式 ,但 两 者 均 与 鳞 却 
目 昆 虫 Met 聚 在 一 起 ,分 别 与 帝王 斑 蝶 Danaus 
plexippus 的 Met-1 与 Met-2 聚 在 一 起 ,说 明 小 菜 蛾 
PxMet-1 和 PxMet-2 仍然 具有 较 高 的 进化 保守 性 
(图 4)。 
2.4 Mets 基因 在 小 菜 蛾 不 同 发 育 阶 段 与 成 虫 组 织 
中 的 表达 模式 

PxMet-1 和 PxMet-2 在 小 菜 蛾 不 同 发 育 阶 段 的 
表达 模式 存在 差异 ,在 师 期 (化 师 后 1 -3 d) E WEE JN, 
虫 期 (羽化 后 0 -72 h) YERIS, PxMet-1 TE 8239] B5] 
表达 量 无 明显 差异 ,但 均 显 背 高 于 雌 成 虫 期 (羽化 























后 0-48 h) (P «0.05) ;而 PxMet-2 在 雌 成 虫 期 ( 羽 
化 后 0 -48 h) 的 表达 量 呈 先 上 升 后 下 降 的 趋势 ,在 
羽化 后 12 h 出现 表达 高 峰 , 且 成 虫 期 (羽化 后 0 -36 
h) 的 表达 量 显著 高 于 晴 期 (P <0.05)( 图 5: A, 
B) ;此 结果 与 小 菜 蛾 不 同龄 期 的 转录 组 数据 (未 发 
表 数 据 ) 较为 一 致 。PxMer-l 与 PxMet-2 35 fe WE Jv, rd 
羽化 后 72 h 出 现 一 个 明显 的 表达 升 高 (图 5: A, 
B)。 在 组 织 表 达 模 式 分 析 中 发 现 ,两 个 基因 均 在 脂 
肪 体 中 显著 高 表达 (P<0.05)( 图 5: C, D)o 
2.5 Met 基因 RNAi 效应 分 析 

同时 注射 PxMet-1 和 PxMet-2 的 dsRNA 24 h 
后 ,小菜 蛾 PxMet-1 和 PxMet-2. 基因 的 表达 量 显 著 低 
于 注射 dsEGFP 的 对 照 组 ( PxMet-1: t=3. 108, df = 
4, P =0. 036; PxMet-2: 126.516, df 24, P = 
0.003)( 图 6)。 
2.6 RNAI 干扰 Met 基因 后 对 小 菜 蛾 肉 成 虫 繁 殖 
力 的 影响 

RNAi 干扰 小 菜 蛾 PxMet-1 与 PxMet-2 基因 后 ， 
小 菜 蛾 初 羽化 肉 成 虫 的 成 熟 卵 子 数 为 19.8 61.3 
个 ,显著 低 于 对 照 组 小 芝 蛾 的 成 熟 卵 子 数 42. 8 + 
1.6 4*(1211.176, df=18, P «0.01) (图 7: A), 
而 产 卵 量 结果 显示 ,同时 注射 PxMet-1 5j PxMet-2 基 
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图 3 昆虫 Met 氨基 酸 序列 比 对 


Fig. 3 Amino acid sequence alignment of Mets in insects 





eins and their GenBank accession numbers; BmMet-1; 家 看 Bombyx mori (NP. 


001108458. 1) ; BmMet-2 : 家 看 Bombyx mori ( BAJ0S086. 1) ; PxMet-1; 小 菜 蛾 Plutella xylostella ( MK697672) ; PxMet-2 : 小 菜 蛾 Plutella xylostella 


( MK697673) ; AaMet; 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti ( AAXS5681. 1) ; DmMet; 


Tribolium castaneum ( NP. 00 


因 的 dsRNA ,小 菜 蛾 羽化 后 3 d 内 单 肉 产 卵 量 为 


1092812.1). 
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图 4 ”基于 小 菜 蛾 PxMet-1 和 PxMet-2 与 其 他 
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昆虫 Met 氨基 酸 序列 的 系统 发 育 进化 树 


Fig. 4 Phylogenetic tree based on the amino acid sequences of PxMet-1 and PxMet-2 


from Plutella xylostella and Mets from other insects 
Met 蛋白 来 源 物 种 及 GenBank. 登录 号 Origin species of Met proteins and their GenBank accession numbers; GmMet; J| TF WB Glossina morsitans 





( AFQ01087. 1) ; DmMet; WJA Rtg Drosophila melanogaster ( AAF48071.1); DvMet; 黑 果 晶 Drosophila virilis ( XP. 002055682.1) ; CpMet: RÈ J 
Tit Culex pipiens ( 4AY25027. 1) ; AaMet; IR X flit Aedes aegypti ( AAXS5681.1) ; AgMet: X] EE ET Anopheles gambiae ( 4BC18327.1) ; AsMet; 
中 华 按 蚊 Anopheles sinensis ( KFB43800. 1) ; DpMet: KPŽ Diploptera punctate (AIM47235. 1 ) ; ApgMet: 棉 蚜 Aphis gossypii ( ANZ54966.1) ; 








PkMet: HAR AU Planococcus kraunhiae ( BAU79435. 1 











( AMK38170. 1) ; CbMet-1; 大 猿 叶 甲 Colaphellus bowringi ( 
Danaus plexippus ( OWR51919. 1) ; PxMet-2 : 小 菜 蛾 Plutella 























); TeMet: 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum ( NP. 001092812. 1) ; MaMet; WERE 
Monochamus alternatus (ANW09588. 1) ; LdMet; 马铃薯 甲虫 Leptinotarsa decemlineata ( AKG92748. 1) ; CbMet2; 大 猿 叶 
AMK38169. 1) ; BmMet2; 家 看 Bombyx mori ( BAJO5086. 1) 
xylostella ( MK697673) ; PxMet-1 ; 小 菜 蛾 Plutella xylostella ( MK697672) ; DsMet: 赤 
松 毛虫 Dendrolimus spectabilis ( ATB19377. 1) ; DpMet-1: a E PERR Danaus plexippus ( OWR52183. 1) ; PiMet; 印度 谷 
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( ANZ54967.1) ; HaMet; 棉铃 里 Helicoverpa armigera ( AMX26585. 1) ; BmMet-1; 家 看 Bombyx mori ( NP. 001108458. 1) ; ObMet; 4& K 1 dg 





Operophtera brumata ( KOB74415.1). 标 





尺 示 遗传 距离 。The scale bar indicates the genetic distance. 
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图 5 PxMet-1 与 PxMet-2 基因 在 小 菜 蛾 不 同 发 育 阶 段 (A,，B) 和 成 虫 不 同 组 织 (C, D) 中 的 表达 模式 
Fig. 5 Expression patterns of PxMet-1 and PxMet-2 in different developmental stages (A, B) 
and adult tissues (C, D) of Plutella xylostella 
P1 - P3: 分 别 为 1-3 H titii 1 —3 day-old pupa, respectively; Fl — F6: 分 别 为 羽化 后 0, 12, 24, 36, 48 和 72 h 的 肉 成 虫 Female adult at 0, 12, 


24, 36, 48 and 72 h after eclosion, respectively; He; 3k Head; Fb: 





虽 肪 体 Fat body; Mg: 中 肠 + 马 氏 管 Midgut + Malpighian tubules; Ov; Bp& 
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Ovary; Re: 残渣 Residue. 柱 上 不 同 字 母 表示 差异 显著 ( 忆 <0.05,， Tukey 氏 多 重 比较 ) Different letters above bars represent significant difference 


(P «0.05, Tukey' s HSD multiple test) . 
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图 6 RNAI 后 小 菜 蛾 成 虫 PxMer-1 (A) 5j PxMet-2 (B) 基 因 的 相对 表达 量 
Fig. 6 Relative expression levels of PxMet-1 (A) and PxMet-2 (B) in Plutella xylostella adults after RNAi 
dsPxMet-1 + dsPxMet-2; 同时 注射 PxMet-1 与 PxMet-2 的 dsRNA Injection of the dsRNAs of PxMet-1 and PxMet-25 dsEGFP; 注射 EGFP dsRNA (Xl 
HE ) Injection of the dsRNA of EGFP (the control). 柱 上 星 号 表示 差异 显著 (P «0.05, Tukey RÆ EEH). Asterisk above bars represents 





significant difference ( P «0.05, Tukey’ s HSD multiple test). 
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图 7 RNAi 干扰 Met AERIS /NRIRKI SPI TOME R E P JL DC CA) 和 羽化 后 3 d 内 单 雌 产 卵 量 (B) 


Fig. 7 Number of mature eggs of newly emerged female adults ( A) and the number of eggs laid per female in 3 d 


after eclosion (B) of Plutella xylostella after RNAi of Met genes 
dsPxMet-1 + dsPxMet-2; 同时 注射 PxMet-1 Ej PxMet-2 的 dsRNA Injection of the dsRNAs of PxMet-1 and PxMet-2; dsEGFP; 注射 EGFP 的 dsRNA 
(XJ HR) Injection of the dsRNA of EGFP (the control). 柱 上 双星 号 表示 差异 极 显著 (已 <0.01，Tukey 氏 多 重 比较 ) Double asterisk above bars 


represents extremely significant difference ( P «0.01, Tukey' s HSD multiple test) . 





3 讨论 

不 同 种 类 昆虫 生殖 调控 所 响应 的 激素 类 型 并 不 
相同 (Belles, 2004; Roy et al., 2018) 。 已 有 研究 证 
实 半 变 态 类 昆虫 ,包括 东亚 飞 蝗 L migratoria ( Song 
et al., 2014; Luo et al., 2017) 4 KELN. lugens( Lu 
et al., 2016) UR Ehi B. germanica ( Comas et 
al., 2001) 等 的 生殖 过 程 主要 受 JH 调控 。 然 而 ,全 
变态 类 昆虫 ,尤其 是 鳞 埃 目 昆 虫 , 其 生殖 过 程 的 激素 
调控 机 制 则 不 尽 相 同 ,这 主要 取决 于 卵黄 发 生 的 时 
间 (Belles, 2004)。 卵 黄 发 生 开始 于 成 虫 羽化 之 后 
时 ,本 作为 主要 因子 参与 生殖 调控 ,如 烟草 天 蛾 
Manduca sexta ; 卵黄 发 生 开 始 于 幼虫 期 或 预 晴 期 时 ， 
20E 可 能 主要 负责 生殖 调控 ,如 家 盔 B. mori ( Swevers 























and Iatrou ,2009 ) ;而 卵黄 发 生 开始 于 晴 期 -成虫 期 
之 间 时 ,JH 与 20E 可 能 在 生殖 调控 过 程 中 分 别 承担 
了 作用 ,如 小 菜 蛾 ( 邹 明 民 , 2015) 。 越 来 越 多 的 证 
HRH ,Wet 在 JH 分子 信号 途径 中 具有 至 关 重 要 的 
作用 ,因此 ,本 实验 首先 明确 了 小 菜 蛾 PxMets 的 分 
子 结构 .表达 模式 及 基因 功能 ,初步 阐明 了 其 在 小 菜 
蛾 生殖 调控 中 的 作用 ,以 期 为 解析 小 汪 蛾 生殖 调控 
的 分 子 机 理 芮 定 基础 。 

已 有 研究 表明 ,大 多 昆虫 仅 具 有 一 个 Met 基因 
(Marchal et al., 2014; Lin et al., 2015) ,我 们 最 终 鉴 
定 出 两 个 小 菜 蛾 保 幼 激素 受 体 基因 PxMet-1 与 
PxMet-2 ,与 家 看 B. mori Piri E PEHE D. plexippus 的 
(Zhan et al., 2011; Suetsugu et al., 2013) — $i, 
PxMet-1 和 PxMet-2 15 属于 basic-helix-loop-helix/ 
Per-Arnt-Sim( bHLH-PAS ) £8 Z& Jk , ELA iR E4 Z X 
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所 具有 的 保守 结构 域 , 即 1 个 螺旋 - 环 -螺旋 结构 域 
(helix-loop-helix, bHLH) ,2 个 PAS 保守 基 序 ,以 及 
1 个 PAC 保守 基 序 。 这 与 大 多 昆虫 的 Met 结构 域 较 
一 致 (Lozano and Belles, 2014; Lin et al., 2015) ,但 
也 有 一 些 种 类 的 昆虫 具有 的 PAS 基 序 数量 不 同 
(Zhan et al., 2011; Marchal et al., 2014) ,说 明 Met 
在 不 同 种 类 昆虫 中 可 能 具有 不 同 的 功能 。 

INIR PxMet-1 在 晴 期 相对 高 表达 ， 而 PxMet-2 
则 主要 在 成 虫 期 高 表达 ,具有 龄 期 表达 偏好 性 ,推测 
PxMet-1 Ej PxMet-2 的 主要 功能 可 能 不 同 ,比如 在 肾 
期 高 表达 时 可 能 与 变态 发 育 . 翅 型 分 化 相关 
( Kayukawa et al., 2014; Lozano and Belles, 2014) , 
而 在 成 虫 期 高 表达 时 可 能 主要 参与 调控 了 生殖 发 育 
与 寿命 过 程 (Smykal et al., 2014; Hejnikova et al., 
2016), 。 而 小 菜 蛾 PxMet-1 5 PxMei2 主要 参与 的 
生理 过 程 还 有 待 我 们 进一步 探究 。 小 菜 蛾 PxMet-1 
与 PxMet-2 均 在 成 虫 脂 肪 体内 显著 高 表达 ,这 一 结 
果 与 帝王 斑 蝶 D. plexippus ( Marchal et al., 2014) 和 
KIR L. migratoria 的 结果 (Guo et al., 2014) 较 
致 。 研 究 表明 , Met 基因 在 维持 脂肪 体 细胞 内 的 
DNA 复制 与 多 倍 化 具有 至 关 重 要 的 作用 ,这 一 过 程 
能 够 促进 Vg 的 合成 ,从 而 加 速 卵 母 细胞 的 成 熟 
( Guo et al., 2014; Wu et al., 2016) , 

Bii S] EAE IEK , RIRI DAZ ET t T 86231 75 
1 UR CAE BH EG, 2015) ,因此 我 们 选择 化 肾 后 第 2 
天 的 小 荣 蛾 肉 晴 进行 RNA 干扰 ,研究 Met 基因 在 小 
菜 蛾 生殖 发 育 中 的 作用 。 同 时 干扰 小 菜 蛾 PxMet-1 
与 PxMet-2 24 h 时 ,小 菜 蛾 PxMet-1 与 PxMet-2 表达 
量 显著 下 降 , 但 持续 时 间 较 短 ,48 h 即 恢复 ,这 可 能 
与 鳞 翅 日 峨 类 昆虫 的 RNAI 的 干扰 效率 普遍 不 佳 有 
关 (Terenius et al., 2011)。 抑 制 PxMet-1 与 PxMet-2 
的 表达 后 ,小 汪 蛾 初 羽化 肉 成 虫 的 成 熟 卵 子 数目 减 
少 , 产 卵 量 也 随 之 下 降 。 研 究 表明 运用 RNAi 干扰 
JOEPET ER US Diploptera punctate Met , 阻碍 其 卵 母 细 
胞 发 育 以 及 卵黄 原 蛋 白 产 生 (Marchal et al., 2014) ; 
然而 ,干扰 飞 蝗 L. migratoria Met 基因 影响 其 卵 母 
细胞 成 熟 ( Guo et al., 2014) 。Smykal 等 (2014 ) f 
究 也 发 现 , 干 扰 Met 基因 , 46 ZL Pyrrhocoris apterus 
卵 代 发育 及 卵黄 原 蛋 白 表 达 受 到 明显 抑制 。 同 样 ， 
Li 等 (2011 ) 干 扰 埃 及 伊 才 A. aegypti Met 造成 其 产 
卵 量 显 著 降 低 。 

本 研究 鉴定 了 小 菜 蛾 Met 基因 的 分 子 结 构 特 征 
与 表达 模式 ,并 利用 RNAi 技术 初步 前 明了 Met 基 
因 在 小 菜 蛾 生殖 发 育 中 的 作用 。 由 于 RNA 干扰 效 


















































































































































应 的 制约 ,本 实验 对 小 菜 蛾 PxMet-1 与 PxMet-2 同时 
进行 了 干扰 ,但 PxMet-1 Ej PxMet-2 在 小 沫 蛾 生殖 发 
育 中 是 否 具 有 不 同 的 作用 ,两 个 基因 是 否 存在 互 作 
效应 ,及 其 所 诱导 的 下 游 信 号 通路 是 否 不 一 致 仍 有 
待 我 们 后 续 进一步 研究 。 
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